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BACULOVIRUS MODIFIE, SON PROCEDE D'OBTENTION, ET VECTEURS 
D' EXPRESSION OBTENUS A PARTIR DUDIT BACULOVIRUS 

La presente Invention est relative a des 
vecteurs d' expression obtenus a partir de baculovirus 
5 modifies, dans lesquels l*un des deux promoteurs tardifs 
forts du baculovirus sauvage est inactif • 

Les baculovirus sont actuellement utilises 
dans de tres nombreux laboratoires comme vecteurs 
d' expression de genes. En effet, ces virus possedent les 
10 avantages suivants : ils permettent 1' insertion de longs 
segments d'ADN et possedent en outre deux promoteurs tar- 
difs forts, le promoteur de la poly^drine, et le promo- 
teur de la proteine PIO, qui sont capables d'induire un 
niveau d' expression extremement eleve des genes places 
15 sous leur controle. 

La publication de L.K. MILLER [CHAPITRE 14 "A 
VIRUS VECTOR FOR GENETIC ENGINEERING IN INVERTEBRATES" du 
Manuel "GENETIC ENGINEERING IN THE PLANTS SCIENCES" 
(1981) N,J. PANAPOULOS, ed., Praeger Pub, New York, p. 

20 203-224] decrit les avantages de 1 •utilisation des bacu- 
lovirus, et en particulier du baculovirus Autographa 
calif ornica (AcNPV) , comme vecteurs d' expression de genes 
et rangers dans des cellules -botes d* insect es. Le baculo- 
virus AcNPV decrit dans cette publication possede detox 

25 formes matures respectivement appelees forme non occlu- 
sive (NOV) et forme occlusive (OV) . Les formes non occlu- 
sives sont responsables de la transmission du virus en 
culture cellulaire ou a I'interieur d*un meme organisme. 
Les formes occlusives sont responsables de la transmis- 

30 sion du virus d'un organisme k un autre • Ces formes 
occlusives sont constituees de virions envelopp6s dans 
une matrice proteique cristalline essentiellement consti- 
tuee d'une seule proteine : la polyedrine. 

II a ete demontre que le gene de la polyedrine 

35 possedait un promoteur exceptionnellement fort qui per- 
mettait d' assurer un niveau d' expression eleve du gene 
place sous son controle. MILLER signale done qu'il serait 
particulierement avantageux d'utiliser les baculovirus 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



wo 92/01801 



PCr/FR91/00588 



comme vecteurs d' expression, en inserant sous contrdle du 
promoteur de la polyedrine I'ADN exogene que I'on desire 
exprimer . 

D ' aut r es t ravaux [ SMITH et SUMMERS . , J . Virol . 
5 45, 215-225 (1983)] ont montre que le virus AcNPV posse- 
dait un autre promoteur tardif fort, qui est le promoteur 
du polypeptide lOkDa, ou proteine PlO. 

En outre la capside des baculovirus peut 
contenir de grandes quantites d'ADN et ne constitue done 

10 pas une limite au nombre ou a la longueur des genes insu- 
res. En consequence, de tres nombreux vecteurs 
d' expression derives des baculovirus ont ete proposes. 
Par exemple, la Demande de Brevet Europeen 127 839, 
(Invention SUMMERS), decrit un precede permettant la 

15 production d*un vecteur d' expression recombinant, issu de 
baculovirus, en passant par 1 ' intermediaire d'un vecteur 
de trans fert renfermant un fragment d'ADN viral qui 
contient le promoteur du gene de la polyedrine, en aval 
duquel est insere le gene etranger* Ce vecteur de 

20 transfert est ensuite recombin^ avec I'ADN du baculovirus 
sauvage et les recombinants poss^^dant le gene etranger 
sous contrSle du promoteur de la polyedrine sent 
selectionnes . 

La Demande de Brevet Europeen 340 359 

25 ( Invent eurs PAGE et RODGERS) decrit des vecteurs de 
transfert derives des baculovirus, dans lesquels le codon 
d 'initiation ATG de la polyedrine est supprime, de fagon 
a ce que la sequence codant pour la polyedrine ne puisse 
pas §tre traduite, et qui portent un site de restriction 

30 convenant a 1 ' insertion d* un gene exogene en aval de 
I'extremite N-terminale du gene de la polyedrine, et k 
proximite immediate de ladite extremity. 

L'equipe des Inventeurs a precedemment mis au 
point un precede de production d*un baculovirus modifi^, 

35 utilisable comme vecteur d* expression, dans lequel on 
insere directement et sans recourir a un vecteur de 
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transfert, un site de restriction appropri^, en aval d'xin 
promoteur tardif fort. Le vecteur ainsi obtenu peut Stre 
charge, a 1 ' emplacement du site de restriction introduit, 
avec le gene que I'on desire faire ejqprimer ; ce precede 
5 fait I'objet de la Demande de Brevet Europeen 345 152. 

Dans tous les proc^d^s connus, le gene k 
exprimer est ins6r6 sous le contr61e de I'un des deux 
promoteurs tardifs forts presents dans le genome du bacu- 
lovirus sauvage, tandis que 1' autre promoteur continue a 
10 fonctionner normalement. 

Certaines constructions d6riv6es de 
baculovirus par inactivation d'un promoteur tardif fort 
sont connues dans I'art anterieur ; RANKIN et al. [GENE, 
70, 39-49 (1988)] d6crivent differentes mutations du 
15 promoteur de la poly^drine ayant pour effet d'inhiber a 
des degres varies, 1' expression d'un g^ne place sous 
contrdle dudit promoteur. lATROU et al. [GENE, 75, 59-71 
(1989)] decrivent I'obtention de baculovirus dans leguel 
le promoteur de la poly6drine a 6t6 inactive par 
20 deletion. lis proposent 1 'utilisation de ces baculovirus 
comme vecteurs de transfert, pour I'obtention de 
constructions dans lesquelles on souhaite placer un ghne 
exogene sous le contrdle de son propre promoteur, et non 
sous celui du promoteur de la poly^drine. 
2^ Des constructions dans lesquelles le promoteur 

de la proteine PIO est inactif ont egalement dt6 
realis^es ; QUIN et al. [j. Gen. Virol. 70, 1273-1280 
(1989)] decrivent ainsi des plasmides recombinants 
comprenant des constructions dans lesquelles un g^ne 
30 exogene est plac6 sous le contr61e de diff brents mutants 
du promoteur de la PIG. Certaines de ces mutations ont 
pour effet 1 ' inactivation totale du promoteur. 

Toutefois, ces constructions n'ont 6te 
realisees que sur des plasmides recombinants. En effet, 
35 le promoteur du gene de la PIO recouvre une partie de la 
sequence codant pour la proteine P26, et il est 
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generalement considere gu'une mutation dans ce promoteur 
ne permet pas d*obtenir de baculovirus viables. 

D' autre part, il a ete^ propose, pour augmenter 
1* expression de genes dans des vecteurs d* expression 
5 derives de baculovirus, de multiplier, dans un meme 
vecteur, le nombre de copies du gene et le nombre de 
promoteurs. Par exemple, la Demande de Brevet Europeen 
0 127 839 suggere d'inserer dans tin m§me baculovirus des 
copies d'un gene sous contrSle du promoteur de la 

10 polyedrine, d*autres copies sous contr61e du promoteur de 
la PIO, et eventuellement, encore d'autres copies a 
d'autres emplacements du genome, chague copie dudit gene 
etant sous controle d*un promoteur de baculovirus, ou 
bien de son propre promoteur, 

15 Or, les Invent eurs ont decouvert, de maniere 

inattendue, que la suppression ou 1 Mnactivation de I'un 
des deux promoteurs tardifs forts du baculovirus sauvage 
avait pour consequence d* augmenter 1' expression du gene 
place sous le contr61e du promoteur restant, 

20 La presente invention a pour but de pourvoir a 

de nouveaxix vecteurs d* expression, construits k partir de 
baculovirus modifies, et dans lesquels un seul des deux 
promoteurs tardifs presents dans le baculovirus sauvage 
est actif. 

25 La presente invention a pour objet des 

vecteurs d' expression, caracterises en ce qu'il sont 
obtenus a partir d'xin baculovirus modifie dans leguel un 
des deux promoteurs tardifs forts presents dans le genome 
du baculovirus sauvage est inactif , et en ce que la 

30 sequence placee sous le contr61e du promoteur tardif fort 
actif dans ledit baculovirus modifie est diff^rente de la 
sequence correspondante du baculovirus sauvage. 

Au sens de la presente Invention, "sequence 
differente de la sequence correspondante du baculovirus 

35 sauvage" signifie en particulier que la sequence qui, 
chez le baculovirus sauvage, est controlee par le 
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promoteur consider^, a fait I'objet de modifications 
visant a peinnaettre 1' expression d'un gene exogene sous 
controle dudit promoteur • De telles modifications 
comprennent par exemple 1' insertion d'une sequence 
5 exogene (gene que I'on desire faire exprimer, sequence 
portant un ou plusieurs sites de restriction, etc . . . ) 
dans ladite sequence du baculovirus sauvage, ou a la 
place de tout ou partie de celle-ci. 

Selon un mode de realisation pr6f6re d'un 
10 vecteur d* expression conforme a 1' Invention, le promoteur 
inactif est celui du gene de la poly^drine et le 
promoteur actif est celui du gene de la proteine PIO. 

Selon un autre mode de realisation prefere 
d'un vecteur d'ej^ression conforme a 1 'Invention, le 
15 promoteur inactif est celui du gene de la proteine PIO, 
et le promoteur actif est celui du gene de la polyedrine. 

L' Invention a egalement pour objet des 
baculovirus modifies utilisables pour I'obtention de 
vecteurs d* expression tels que d^finis plus haut. 
20 Dans ce cadre, 1* Invention englobe les 

baculovirus modifies, infectieux, et dans lesquels le 
promoteur du gene de la proteine PIO est inactif. 

Chez les baculovirus AcNPV (Autographa 
Calif ornica Nuclear Polyhedrosis Virus), et GmNPV 
25 (Galleria mellonella Nuclear Polyhedrosis Virus), le gene 
du polypeptide PIO, qui est situ6 dans le fragment de 
restriction ficaRI P, est encadr^ en 5', par un gene 
codant pour un polypeptide denomme P26, et dans la region 
3 ' , par un gene codant pour un polypeptide denomme P74 . 
30 Le promoteur du gene de PIO se trouve a I'extr&nit^ 3' du 
gene de P26, dans la region codante de ce dernier. 

Les Inventeurs ont precede a la d^l^tion de la 
region comprise entre un site Xhol (position +569 du gene 
P26) et un site fiaill (position +152 du gene PIO), puis 
35 ont religue ces sites, apres reparation par 1* enzyme de 
Klenow. La region correspondant au promoteur et a 
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I'extreinite 5' de PIO est ainsi deletes . Un gene 
chimerique constitue des 569 premieres bases de P26 et 
des 130 dernier es bases de PIO est obtenu ; ce gene est 
fonctionnel, et les baculovirus modifies de la sorte sont 
5 parfaitement viables et produisent plus de polyedrine que 
le virus sauvage. 

Selon un mode de realisation pref^re de la 
presente Invention, le genome dudit baculovirus modifie 
est depourvu d'une sequence d'ADN comprise entre le site 

10 Xho l situe a +569pb du codon d* initiation ATG de la 
sequence codant pour le polypeptide P26 et le site Balll. 
situe a +152pb du codon d' initiation ATG de la sequence 
codant pour le polypeptide PIO. 

L' invention englobe egalement les baculovirus 

15 suivants, dans lesquels le promoteur du gene de la 
polyedrine est inactif : 

- un baculovirus modifi6 dont le genome est 
depourvu d'une sequence d'ADN coitprise entre le site 
EcoR V situ6 a -95 pb et le site 2ssX situe a +910 pb du 

20 codon d* initiation ATG de la sequence de la polyedrine. 

- un baculovirus modifie dont le genome est 
depourvu d*une sequence d'ADN comprise entre le site 
EGoR V situe a -95 pb et le site fical situe a +633 pb du 
codon d* initiation ATG de la sequence de la polyedrine. 

25 - un baculovirus modifie dont le genome est 

depourvu d'une sequence d'ADN comprise entre le site 
EcoR V situe a -95 pb et le site ££^47111 situ6 a +733 pb 
du codon d' initiation ATG de la sequence codant pour la 
polyedrine . 

30 Les Invent eurs ont constate que les baculo- 

virus ainsi modifies se multiplient bien en culture cel- 
lulaire, et ne produisent plus la proteine dont le 
promoteur est inactive, mais en revanche, synthetisent en 
plus grande quant it e que le baculovirus sauvage, celle 

35 dont le promoteur est actif . 

Selon un autre mode de realisation prefere de 
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la presents invention, les baculovirus modifies 
contiennent une sequence marqueur, placee sous le 
contrdle du promoteur actif . 

Au sens de la presente Invention, on en tend 
5 par "sequence marqueur" une sequence dont 1' expression 
conf^re au baculovirus modifi^ un ph^notype aisement 
identifiable. L' insertion ult6rieure d'une sequence 
exogene k I'int^rieur de ladite sequence entraine 
I'annulation dudit ph^notype, ce qui permet la selection 
10 des baculovirus ayant int6gr6 ladite sequence exogene. 

Selon une disposition particuli^rement avanta- 
geuse de ce mode de realisation, la sequence marqueur est 
constituee par la sequence codant pour la polyedrine, 
laquelle sequence est placee sous le contrdle du promo- 
15 teur du gene de la proteine PIO . Les baculovirus modifies 
obtenus de la sorte recouvrent leur capacity ^ produire 
des inclusions. Une souche de baculovirus obtenue 
conformdment k cette disposition a €te d^pos^e, en date 
du 17 Juillet 1990, aupr^s de la Collection Nationale de 
20 Microorganismes, tenue par I'institut Pasteur k Paris. 
Cette souche porte le nvmi6ro de depdt 1-978. 

Selon une autre disposition particuli^rement 
avantageuse de ce mode de realisation, le baculovirus 
modifie contient la sequence codant pour la 
25 P-galactosidase, placee sous le contr61e du promoteur 
actif (proteine PIO ou polyedrine) . Les baculovirus modi- 
fies de la sorte ont la propri^te de former des plages 
virales bleues en presence du sxibstrat X-gal. 

L ' utilisation de baculovirus obtenus 
conformement k I'une des deux dispositions qui pr6cMent 
permet, lors de 1' insertion ult^rieure d'un gdne 
Stranger, de s^lectionner aisement les virus recombinants 
ayant int^gre ledit g^ne Stranger k l'int6rieur du gdne 
de la polyedrine ou de celui de la P-galactosidase . En 
35 effet, dans le premier cas, lesdits virus recombinants ne 
forment plus de poly^dres ; dans le deiixieme cas, ils 
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forment des plages blanches, au lieu des plages bleues. 

Pour obtenir des baculovirus modifies 
utilisables pour I'obtention des vecteurs d* expression 
conformes a 1' Invention, I'on procede a 1 * inactivation, 
5 par tous moyens appropries, de I'un des proinoteurs 
tardifs forts presents dans le genome du baculovirus 
sauvage . 

L*on procede par exemple de la sorte a 
1 » inactivation du promoteur de la polyedrine, ou du 
10 promoteur de la proteine PIO par excision d'un fragment 
d'ADNf comprenant ledit promoteur, 

L* excision dudit fragment d'ADN pent etre 
effectuee k I'aide d* enzymes de restriction. 

II va de soi que d'autres precedes, comme par 
15 exemple, des procedes classiques faisant appel a des 
techniques de recombinaison homologue, peuvent etre 
utilises pour proceder a 1* excision du fragment d'ADN 
desire. 

L ' inactivation de I'un ou 1' autre des dexix 
20 promoteurs peut egalement §tre effectuee par mutagenese 
de sequences participant k I'activite dudit promoteur, 
par exemple comme decrit dans la piiblication de RAKIN et 

al . precitee . 

Des vecteurs d' expression charges conformes a 
25 1* Invention, peuvent §tre obtenus a partir des 

ml 

baculovirus modifies, par divers procedes connus en exix- 
memes, par exemple, et de fa?on non limitative, en 
utilisant des vecteurs de transfert, tels que ceux 
decrits dans les Demandes de Brevet Eui^opeen 127 839 et 

30 340 359, ou bien par insertion directe, comme decrit dans 
la Demande de Brevet Europeen 345 152) . 

La sequence codant pour la proteine exogene 
que I'on desire faire exprimer est inseree sous contrSle 
du promoteur actif ; la sequence qui, chez le baculovirus 

35 sauvage est normalement placee sous controle dudit 
promoteur, peut §tre totalement ou partiellement excisee, 
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et remplacee par la sequence codant pour la proteine 
exogene . 

La pr^sente invention sera mieux coiryprise ^ 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
5 refere h des examples de construction des baculovirus 
modifies et des vecteurs d' expression conformes k 
1' invention. II va toutefois de soi que ces exemples sont 
donnes uniquement 4 titre d ' illustration de la presente 
invention dont ils ne constituent en aucune manifere une 
10 limitation. 

EXEMPLE 1 : Construction d'un baculovirus aiodi£i6 d6- 
pourvu du promoteur et du gdne de structure de la poly- 



20 



30 



Les protocoles utilisees dans cet exenple et 
15 les suivants font appel a des techniques classiques du 
genie g^n^tique, telles que celles decrites par MANIATIS 
et al . [Molecular cloning : A Laboratory Manual ; Cold 
Spring Harbor Laboratory, 1982]. Les conditions 
particuli^res a chaque e3cp6rimentation sont, s'il y a 
lieu, pr6cis6es dans I'exenple correspondant . 

Des baculovirus modifies conformes h 
1- Invention sont obtenus par digestion partielle de I'ADN 
du baculovirus sauvage par deux enzymes de restriction, 
dont les sites de coupure se situent pour I'une d'entre 
25 elles, en amont du promoteur de la poly^drine, et pour 
1 'autre, en aval dudit promoteur, soit dans la sequence 
codant pour la poly^drine, soit en aval de ladite 
sequence. 

L'ADN g^nomique total d'un baculovirus 
appartenant k la souche Autographs califomica est coupe 
success ivement par les enzymes JScqRV et EeoA7TTT suivant 
la technique de digestion partielle decrite dans "Current 
Protocols in Molecular Biology*; Ausubel et al. Eds. ; 
publie par Geene Publishing Associates and Wiley 
35 Interscience (paragraphe 3.1.6.). 

Les conditions choisies sont les suivantes : 
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• 

coupure par EcoRV 

10 iig d'ADN de Baculovirus sont dilues dans 
100 \il de tampon Tris HCl 10 mM (pH 7,5), 10 itiM MgC12, 
150 irM NaCl 

5 3 unites d' enzyme par ^ig d'ADN sont ajoutees. 

Des dilutions successives sont realisees dans le m§me 
tampon, et pour chaque dilution, apres une incubation de 
15 minutes a 37 *C, les produits de restriction sont 
analyses sur gel d' agarose afin de determiner la dilution 
10 qui ne donne qu'une coupure par molecule d'ADN viral. 

La dilution retenue est, pour Eco RV, de 1/27. 
GQUPure par Eco 47 III 

Les conditions experimentales sont les memes 
que celles decrites pour Eco RV. 

15 La dilution retenue est de 1/54. 

Les molecules coupees par EcoR V et £^47111 
sont pourvues d'extremites tranches, ce qui permet de 
proceder directement a leur ligation pour obtenir des 
molecules d'ADN viral circulaire.. 

20 Les molecules d'ADN viral resultantes sont 

utilisees, apres purification, pour transfecter des 
cultures de cellules de Spodoptera frugiperda (Souche 
SF9, ATCC n' CRL 1711), selon le protocole decrit par 
GRAHAM et VAN DER ERB, [Virology, 52, 305 - 309 (1973)]. 

25 Dans ces conditions, les molecules d'ADN por- 

tant la deletion souhait6e sont inf ectieuses, et donnent 
des virus qui produisent des plages ne formant pas de 
polyedres . 

Ces virus sont appeles virus pob". 
30 EXEMPLE 2 

L'ADN genomique du baculovirus Autographa 
Californica est digere successivement par les enzymes 
Kpn l et EcoR V. dans les conditions ddcrites a 
I'exemple I, a ceci pres que le traitement par Kon I est 
35 effectue dans un tampon sans NaCl, et a une dilution de 
1/9. Les molecules sont ensuite religuees et utilisees 
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pour transfecter des cultures de Spodoptera Frugiperda, 
comme d^crit precedemment . 
BXEMPLE 3 

On procMe comme deer it dans les exemples 1 ou 
2, a ceci pres que le baculovirus sauvage utilise appar- 
tient a la souche Galleria mellonella. 

EXEHPLE 4 Insertion de la sdguence codant pour la 
P-firalactosidase sous contrdle du promoteur de la 
prot^ine PlO 

Le fragment de restriction Eco Rl-P, obtenu a 
partir du genome du baculovirus Autographa Calif ornica 
sauvage, et qui contient le gene de structure de la 
proteine PlO, est insere dans le lieur multisite du 
plasmide pUC9 au site Eco Rl. Ce fragment contient un 
15 site unique Eglll, situe a +152 pb par rapport au codon 
ATG du gene PlO* Un fragment BamH I coirprenant la majeure 
partie du gene de la ji-galactosidase, (qui possede xm 
site SamHI en aval de son propre ATG) est insure au site 
fiaill ; les cadres de lecture du d6but de la proteine PlO 
20 et de la p-galactosidase sont ainsi en phase. 

Le plasmide obtenu (D3PZ) poss^e done le 
debut du gene de la proteine PlO, et le g^ne de la 
P-galactosidase. On cotransfecte des cellules de 
Spodoptera frugiperda avec le plasmide D3PZ et I'ADN du 
25 virus pob"" (1 |LLg de D3PZ ; 0,5 \ig d'ADN de pob- ; le 
protocole est identique k celui de I'exeinple 1) et on 
selectionne les baculovirus recombinants (pob"" 
P-galactosidase) , qui forment des plages bleues en 
presence de X gal. Les virus recombinants obtenus 
30 expriment la jJ-galactosidase en quantite tres importante, 
comme le montre I'exemple 7 ci-dessous. 
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EXEHPLE 5 : Introduction du gdne de structure de la 
poly^drlne h la place du gdne de structure de la 
prot^ine PlO 

Le fragment Eco Rl-I de I'ADN genomigue du 
5 baculovirus d' Autographs calif omicaj contenant le. gene 
de la polyedrine a ete clone dans le lieur multisite du 
plasmide pUClS au site EcoR I , Un site Pvu II a ete 
introduit, a -2 bases par rapport au codon ATG de la 
sequence codant pour la polyedrine. 
10 D' autre part, un plasitdde de contenant le 

fragment Eco Rl-P du genome du baculovirus d^Autographa 
calif ornica (cf. exeitple 4) est ouvert au site Bal ll. 
Apres action de 1' enzyme Bal3 1. puis de la polymerase de 
Klenow un linker Ball I est introduit. On obtient ainsi un 
15 plasmide appele pGH 80-82, depourvu de la majeure partie 
de la sequence codant pour la proteine PlO, et portant un 
site Bal XI en position -4 par rapport a I'ATG de la 
proteine PlO. 

Le gene de structure de la polyedrine, excise 
20 du plasmide pUC18 a I'aide des enzymes de restriction 
Pvu II et E£a47III, est introduit au site Bal ll du plas- 
mide pGH 80-82, apres restauration des extr&nites 
f ranches par la polymerase de Klenow. 

Le plasmide obtenu, appele pGH 80-82 ob"*" est 
25 utilise, avec le virus pob" obtenu a I'Exemple 1, pour 
cotransf ecter des cellules de Spodoptera frugiperda. 

Les virus recombinants (pob~ ob"*") , qui forment 
des polyedres, sont selectionnes . 

Une souche de virus recombinants (pob"ob^) a 
30 ete deposee le 17 Juillet 1990, aupres de la Collection 
Nationale de Microorganismes, sous le numero 1-978. 
EXEMPLE 6 : Clonage du gdne de 1 'Acetylcholinesterase 
(Ache) de Drosophile 

Un fragment d'ADNc obtenu a partir de I'ARItoi 
35 de I'Ache a ete clone au prealable dans un plasmide 
pEMBL8 entre les sites Sma I et Eco Rl, A partir dudit 
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plasmide, le gene de I'Ache est excise par 1' action des 
enzymes ESJOX (site a -14 pb du codon ATG de I'Ache) et 
SaCLl (site a + 117 pb du codon de terminaison de I'Ache) . 

Apres traitement par I'ADN polymerase du 
5 phage T4, le fragment obtenu est insure dans le plasmide 
pGH 80-22, au site £ai II/ dont les extremites ont ete au 
prealable rendues tranches par la polymerase de Klenow. 
Le plasmide obtenu est appel6 pGH 80-22 Ache. 

Ce plasmide est utilis6 
10 - ou bien pour cotransf ecter des cellules avec 

I'ADN d*un virus pob" ob+ ; on selectionne alors les 
recombinants qui ne forment plus de polyedres 

- ou bien pour cotransf ecter des cellules avec 
I'ADN d'un virus pob"* P-galactosidase : dans ce cas, les 

15 virus recoinbinants selectionnes seront ceux qui forment 
des plages blanches . 

KX E MP LB 7 : Expression du g%ne de la P-galactosidase : 
Comparaison entre des baculovirus recombizuuits connus 
dans I'art ant^rieur et les vecteurs d'eacpression 
20 con£onnes k 1 ■ Invention. 

Trois constructions ont 6t6 r6alis6es : 

- le gene de la P-galactosidase est "fusionne" 
a celui de la polyedrine ( Polyedrine-p-Gal . ) . Le virus 
recombinant est de type classique (il poss^de les deux 

25 promoteurs forts) ; 

- le gene de la ^-galactosidase est fusionn^ a 
celui du polypeptide PIO (AcplOZ) • Le virus recombinant, 
est de type classique (il poss^de les deixx promoteurs 
forts et fabrique des polyedres) ; 

30 - le g^ne de la P-galactosidase a et^ fusionne 

a celui du polypeptide PIO (D3PZ) . Le virus recombinant, 
de type pob", ne poss^de plus le promoteur ni le gene de 
la polyedrine. 

Ces differents virus recombinants ont ete utilises pour 
35 transf ecter des cellules de Spodoptera frugiperda. 

Aux temps suivants : 24h, 48h, 72h apres infection 
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I'activite jJ-galactosidase est mesuree dans le sumageant 
de culture et 'dans les cellules elles-iaemes en utilisant 
I'ONPG coinme substrat chroitiogene . 3 mesures sont faites 
sur chaque point. 

Les resultats sont resxames dans le Tableau I 

suivant : 

TABLEAU I. 





24 h 


48 H 


72 h 




Sn 


Cel 


Sn 


Cel 


Sn 


Cel 


Polyedrine 
P-Gal 


0 


225 
±15 


770 
±25 


17133 
±1400 


2735 
±600 


36732 
±1133 


Ac PIOZ 


0 


275 
±10 


235 
±20 


19066 
±600 


1105 
±210 


42999 
±4135 


D3PZ 


0 


300 
±15 


295 
±70 


24733 
±640 


2080 
±1200 


46532 
±2400 



10 



15 



20 



25 



30 



(Unite P-Gal = 1000 (00420)/^®^^ (min) x voliame (ml) 
Cel = Cellules Sn = Sumageant 

48 heures apres transfection, le sumageant de 
culture renfenne tres peu d'activite (il n*y a pas encore 
de lyse cellulaire) . Les cellules D3PZ renferment 1,4 
fois plus d'activite que les cellules Polyedrine P-Gal. A 
72 heures malgre une lyse cellulaire qui devient 
importante, D3PZ possede toujours plus d'activite que les 
autres constructions . 

EXEHPLE 8 - Construction d'un baculovirus modifi^ d&- 
pourvu du promoteur et du g^e de structure de la 
prot^ine PlO 

L'ADN genomique total d*un baculovirus 
appartenant a la souche Autographa califomxca est coupe 
success ivement par les enzymes Xho l et JBaill, suivant la 
technique de digestion partielle indiquee a I'exemple 1. 
Les conditions mises en oeuvre sont les suivant es : 
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Coupure nay XIiqT 

10 fig d'ADN de Baculovirus sont dilues dans 
100 ^11 de tampon Tris HCl 50 mM (pH 7,5), 10 mM MgCl2, 
100 mM NaCl. 

5 3 unites d' enzyme par fig d*ADN sont ajoutees. 

Des dilutions successives sont realisees dans le meme 
tairqpon, et pour chaque dilution, apr^s une incubation de 
15 minutes h 37 'C, les produits de restriction sont 
analyses sur gel d» agarose afin de determiner la dilution 
10 qui ne donne qu'une coupure par molecule d'ADN viral. 

La dilution retenue est, pour Xho i, de 1/27. 

Coupure par BglTT 

10 fig d'ADN de Baculovirus sont dilues dans 
100 fil de tampon Tris HCl 10 mM (pH 7,5), 10 mM MgCl, 
15 50 iriM NaCl, 

Les autres conditions experimentales sont les 
mgmes que celles d^crites pour Xhg l, 

La dilution retenue est de 1/54. 

Les extr6mit6s des molecules couples par xho i 
20 et fialll sont reparees par 1' enzyme de Klenow avant de 
proceder a leur ligation. 

Les molecules d'ADN viral result antes sont 
utilisees pour transfecter des cultures de cellules de 
Spodoptera frugiperda. 

Dans ces conditions, les molecules d'ADN por- 
tant la deletion souhaitee sont inf ectieuses . 

Ces virus sont appel^s virus PIO"" ; ils 
produisent plus de poly^drine que le virus sauvage* 
EXEMPLB 9 - Insertion du gdne de la P-galactosidase dans 
30 un baculovirus modifld cozxfoxme h 1' Invention 

Un vecteur de transfert obtenu a partir d'un 
plasmide pUC8, et comprenant le fragment EcoR l-i du 
baculovirus (Cf. Exeitple 5), qui contient un site unique 
Bam HI, a +171 bases du codon ATG du gene de la 
35 polyedrine, est utilise pour cette construction. 

Un fragment £am HI du gene de la 
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P-galactosidase (Cf , Exeitple 4) est insere au site SSSa HI 

dudit vecteur de transfert. 

Les vecteurs ainsi obtenus sont utilises/ en 
m§me temps que des baculovirus modifies PlO"", obtenus par 
5 le protocole decrit dans l^exemple 8, pour cotransf ecter 
les cellules de Spodoptera fmgiperda. 

Les baculovirus ayant integre le gene de la 
p-galactosidase ne ferment plus de polyedres, mais 
synthetisent la P-galactosidase, facilement detectable et 
10 quantifiable par coloration specifique avec le substrat 

chromogene X-gal . 

La production de p-galactosidase par les 
baculovirus modifies ainsi obtenus a ete comparee, comme 
decrit a I'exeirple 7, avec celle d*une construction 

15 similaire obtenue a partir de baculovirus "sauvages" 
(possedant le promoteur de la proteine PlO et celui de la 
polyedrine) . Le taux de P-galactosidase produit 48 heures 
apres infection, est de 25% plus eleve chez les 
baculovirus modifies depourvus du promoteur de la 

20 proteine PlO que chez les baculovirus sauvages. 
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HEVENDXCATIONS 

1) Vecteurs d* expression, caract^rises en ce 
gu'il sont obtenus a partir d'lin baculovirus modifie dans 
leguel iin des detox promoteurs tardifs forts presents dans 
5 le genome du baculovirus sauvage est inactif , et en ce 
que la sequence placee sous le controle du promoteur 
tardif fort actif dans ledit baculovirus modifie est 
differente de la sequence correspondante du baculovirus 
sauvage. 

10 2) Vecteur d' expression selon la Revendication 

1, caractdrise en ce que le promoteur inactif est celui 

du gene de la polyedrine et le promoteur actif est celui 

du gene de la proteine PlO. 

3) Vecteur d' expression selon la Revendication 

15 1/ caracterise en ce que le promoteur inactif est celui 
du gene de la proteine PlO, et le promoteur actif est 
celui du gene de la polyedrine. 

4/) Baculovirus modifie, utilisable pour 
I'obtention d'un vecteur d' expression, selon la 

20 revendication 2, caracterise en ce que son genome est 
depourvu d'une sequence d'ADN coirprise entre le site 
EcoR V situe k -95 pb et le site Sspl situe a +910 pb du 
codon d' initiation ATG de la sequence de la polyedrine. 

5*) Baculovirus modifie, utilisable pour 

25 I'obtention d'un vecteur d* expression, selon la 
revendication 2, caracterise en ce que son genome est 
depourvu d'une sequence d'ADN coirprise entre le site 
EcoR V situe a -95 pb et le site Iflaal situe a +633 pb du 
codon d' initiation ATG de la sequence de la polyedrine. 

30 6*) Baculovirus modifie, utilisable pour 

I'obtention d'un vecteur d* expression, selon la 
revendication 2 , caracterise en ce que son genome est 
depourvu d'une sequence d'ADN comprise entre le site 
EcoR V situe k -95 pb et le site Eco AlXTX situe a +733 pb 

35 du codon d' initiation ATG de la sequence codant pour la 
polyedrine . 
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7') Baculovirus modifi^ utilisable pour 
I'obtention de vecteurs d' expression selon la 
Revendication 3 , caracterise en ce que son genome est 
d^pourvu du promoteur du gene de la proteine PIO. 
5 8*) Baculovirus modifie selon la revendication 

7, caract6ris6 en que son genome est depourvu d'une 
sequence d'ADN con^jrise entre le site xho T situ6 a +569pb 
du codon d' initiation ATG de la sequence codant pour le 
polypeptide P26 et le site fiaill, situ6 k +152pb du codon 
10 d' initiation ATG de la sequence codant pour le 
polypeptide PIO. 

9*) Vecteur d' expression, selon I'une quel- 
congue des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il 
contient une sequence marqueur, placee sous le contr61e 
15 du promoteur actif . 

10') Vecteur d'ejcpression, selon la revendica- 
tion 9, caract6ris6 en ce que la sequence marqueur est la 
sequence codant pour la polyedrine, laquelle sequence est 
placee sous le contrSle du promoteur du ghne de la pro- 
20 t^ine PIO. 

11*) Souche de baculovirus modifi^, 
constituant un vecteur d' expression, selon la 
Revendication 10, laquelle souche a 6t6 deposee en date 
du 17 Juillet 1990 aupres de la Collection Nationale de 
25 Microorganismes , sous le nxamero de dep6t 1-978. 

12*) Vecteur d' expression, selon la revendica- 
tion 9, caracterise en ce que la sequence marqueur est la 
sequence codant pour la p-galactosidase. 
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posteneurement ft la date de priorite revendiquee 
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impliquant une activity inventive 

document particulidrement pertinent; Hnvention reven- 
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Identification des documents cites, avec indiaition, si necessaire 

des passages pertinents ^' 

Journal ot General Virology, voiume fay, no, 4, 
avr1l 1988 (Colchester, GB) J.M, Vlak et a1.: 
"Functional studies on the plO gene of Autographa 
californica nuclear polyhedrosis virus using a 
recombinant expressing a plO-beta-galactosidase 
fusion gene", pages 765-776, voir Varticle en 
entler 

Gene, volume 75, no. 1, 30 janvier 1989, Elsevier 
Science Publishers B.V. (Amsterdam, NL) K. latrou 
et al.: "Bombyx mori nuclear polyhedrosis 
virus-based vectors for expressing passenger 
genes in silkmoth cells under viral or cellular 
promoter control", pages 59-71, voir 1 'article en 
entier (cite dans la demande) 

Biological Abstracts Database, abrege no. 
88037377, J. Qin et al.: "Studies on the control 
region of the PlO gene of the 
Autographa-californica nuclear polyhedrosis 
virus", & J. Gen. Virology, 1989, vol. 70, no. 5, 
p. 1273-1280, voir I'abrege (cite dans la 
demande) 

EP, A, 0127839 (THE TEXAS A&M 

UNIVERSITY SYSTEM) 12 decembre 1984, voir le 

document en entier (cite dans la demande) 

Biotechnology Abstracts Database, abrege no. 
88-01644, R-D. Possee et al.: "Analysts of the 
polyhedrin gene promoter of the Autographa 
californica nuclear polyhedrosis virus. Potential 
baculo virus vector for foreign gene expression", 
& Nucleic Acids Res. 1987, vol. 15, no. 24, p. 
10233-48, voir Tabrege 
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ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

RELATIF. A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO. pR 9100588 

SA 49800 

La presente annexe indique ks membres de la fanulle de brevets rdatife aux documents brevets cites dans ie nmport de 
recherche Internationale vise ci-dessus. 

Lesdits membres sent contenus au fichier informatique de I'Office europeen des brevets a la date du 10/12/91 

Les renseignements founds sont donnes a titre indicatif et n'engagent pas ia responsabilite de rOfTice europeen des brevets. 
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Pour tout renseignement concemant cette annexe : voir Journal Officiel de TOffice europeen des brevets, No.12/82 



